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 Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) - Nrf2（Nuclear factor-erythroid 2-related factor 2）システムは親電
子性物質や活性酸素種などのストレスの生体防御機構として働いている。Nrf2 は抗酸化に働く転写因子であ
り、ストレスセンサーとして機能する Keap1 は Nrf2 の抑制因子である。通常状態では、Keap1 はホモ 2 量体
を形成し、Nrf2の 2つの結合サイト、ETGE モチーフ（高親和性）と DLG モチーフ（低親和性）を介して 2：
1 で結合することにより、Nrf2 はポリユビキチン化され、プロテアソームにて分解される。一方、酸化ストレ
スの曝露を Keap1 が感知すると、Keap1 の失活により Nrf2 の分解は停止し、Nrf2 は安定化する。安定化した
Nrf2 は核内に蓄積し、一群の解毒代謝系酵素や抗酸化酵素の転写を活性化する。 
ストレスセンサーとして機能する Keap1 はシステイン残基に富んだ分子であり、25 個のシステイン残基を
有している。そのうち Keap1の 151、273、288番目の 3つのシステイン残基（C151、C273、C288）は特に Nrf2
誘導剤に対する反応性が非常に高く、これらのシステイン残基の修飾によって Keap1 を介した Nrf2 のユビキ
チン化反応が停止すると考えられる。 
近年、C151 をセリンに置換した変異体 Keap1C151Sを発現するトランスジェニックレスキューマウス由来の
胎児由来線維芽細胞や腹腔マクロファージを用いた解析により、Keap1C151S変異体では diethyl maleate（DEM）、
tert-butyl hydroquinone（tBHQ）、sulforaphane（SFN）などの Nrf2 誘導剤による Nrf2 安定化が見られなくなる
ことから、C151が DEM、tBHQ、SFN のセンサーシステイン残基として働くと考えられた。一方、Keap1C151S
変異体は相変わらず 15-deoxy-△12,14-prostaglandin J2（15d-PGJ2）などの Nrf2誘導剤に対しては応答することか
ら、Keap1 は C151 以外のセンサーシステイン残基を介して 15d-PGJ2などの誘導剤を感知すると考えられた。
すなわち、Keap1は複数のセンサーシステイン残基を用いてストレス感知を行うことが示唆された。 
C151以外のセンサーシステイン残基として、親電子性物質に対する高反応性の C273 および C288 が有力で
あるが、これらシステイン残基をセリンやアラニンに置換した変異体では Nrf2 を分解・抑制できないため、
C273 および C288 のストレス応答能についてはこれまで検証不可能であった。そこで、本研究では、Nrf2 を
抑制できる新規 C273/C288 変異体を作製し、Nrf2 誘導剤に対する Keap1 システイン残基の機能解析を行うこ
とにより、C273/C288 がセンサーシステイン残基であることおよび Keap1によるストレス感知機構の多様性を
実証することを目的とした。 
まず、C273 および C288 について網羅的なアミノ酸変異導入を行い、Nrf2 抑制能をレポーター解析により
調べたところ、Nrf2 を分解・抑制できる C273/C288 変異体（Keap1C273M、Keap1C273W、Keap1C288E、Keap1C288N、
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Keap1C288R）の作製に初めて成功した。Keap1欠失MEF細胞を用いて Keap1C273Wあるいは Keap1C288Eを安定発
現する細胞株を作製し、様々な Nrf2 誘導剤に対する応答性を検証した。その結果、C288 変異体は 15d-PGJ2
に対する応答が低下したことから、C288が 15d-PGJ2のセンサーシステイン残基であることが明らかとなった。 
また、同様に、様々なシステイン残基欠失 Keap1 変異体発現細胞を作製して解析したところ以下のように
分類されることがわかった。nitric oxide（NO）や 1-[2-cyano-3,12-dioxooleana-1、9(11)-dien-28-oyl] imidazole
（CDDO-Im）による Nrf2 活性化は、C151 を欠失した時に減弱化した。また、4-hydroxy-nonenal（4-HNE）、
9-nitro-octadec-9-enoic acid（9-OA-NO2）、sodium metaarsenite（NaAsO2）による Nrf2 活性化は、C151/C273/C288
の 3 個のシステイン残基を同時に欠失した時に減弱化し、hydrogen peroxide（H2O2）や cadmium chloride（CdCl2）
による Nrf2 活性化は、C226/C613 を同時に欠失した時に減弱化した。さらに、11 個のシステイン残基
（C151S/C226S/C257S/C273W/C288E/C319S/C434S/C489S/C613S/C622S/C624S）に同時に変異を導入した
Keap111Cys-less変異体を用いることで、dexamethasone 21-mesylate（Dex-Mes）、prostaglandin A2（PGA2）、zinc chloride
（ZnCl2）はKeap1のシステイン残基を修飾することでNrf2を活性化する誘導剤であることが明らかとなった。
すなわち、11個のシステイン残基の中にセンサーシステイン残基が存在することが分かった。 
本研究の結果をまとめると、Keap1レスキュー安定発現細胞を用いて Nrf2誘導剤は①C151 をセンサーとす
る誘導剤②C288 をセンサーとする誘導剤③C151/C273/C288をセンサーとする誘導剤④C226/C613 をセンサー
とする誘導剤⑤その他のシステイン残基をセンサーとする誘導剤⑥システイン残基をセンサーとしない誘導
剤の少なくとも 6 つのカテゴリーに分類された。 
本研究によって、Keap1 は Nrf2 誘導剤によってセンサーシステイン残基を使い分けて感知することを初めて
実証できた。今回作製した安定発現細胞は、近年世界的に競争が激化する Nrf2 誘導剤の開発のアッセイ系と
して有用と考えられる。 
